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(*) Tese aprovada na III a. Reunião Brasileira de Ciência do Solo (Re-
cife, Julho de 1951). 
INTRODUÇÃO 
Os métodos microbiológicos para avaliação da fertilidade 
do solo são baseados no principio de que os elementos nutriti-
vos, principalmente nitrogênio, fósforo e potássio que são ne-
cessários para o crescimento normal das plantas superiores são 
exigidos também pelos microorganismos; então, inoculando 
bactérias e fungos no solo em estudo podemos, através do de-
senvolvimento conseguido pelos organismos, obter uma infor-
mação sobre a reserva do solo em elementos assimiláveis. 
O uso de A. niger como indicador biológico foi primeira-
mente sugerido por BUTKEWITSCH (1909) na Rússia. Seu 
trabalho, entretanto, não recebeu atenção até 1928 quando BE-
NECKE e SODING usaram o princípio para determinar defi-
ciências de fósforo e potássio em solos comparando o crescimen-
to do micélio em meio nutritivo líquido contendo quantidades 
conhecidas de fósforo e potássio com o crescimento verificado 
em meio nutritivo ao qual haviam sido adicionadas pequenas 
quantidades de solo. O método foi mais tarde desenvolvido em 
bases quantitativas por NIKLAS e colaboradores (1930, a, b, 
1932, 1936) para P, K e Mg: foi verificada boa concordância 'en-
tre os rseultados do método de A. niger e o de NEUBAÜER-
SCHNEIDER. 
O método de NIKLAS foi modificado por MEHLICH et 
al. (1933). No ano seguinte, MEHLICH et al. (1934) apresen-
taram o método da placa de Cunninghamella aplicável a P 
somente; os diâmetros das colônias de Cunninghamella cres-
cendo em placas contendo quantidades crescentes de P seguem 
a equação de MITSCHERLICH por interpolação na qual pode-
mos determinar a quantidade de P assimilável que o solo possui. 
Em 1938, 1939-40, MULDER modificou a técnica de NIKLAS 
para fazer determinações quantitativas de cobre e magnésio as-
similáveis dos solos. 
(Para uma revisão mais detalhada da literatura, ver VAN-
DECAVEYE, 1948, pp. 215-227). 
A presente contribuição nos foi indiretamente sugerida pe-
lo trabalho de RIPPEL (mencionado por WAKSMAN e STAR-
KEY, 1931, p. 169) concernente ao rápido desaparecimento dos 
sulfatos durante o crescimento de A. niger num meio orgânico. 
MATERIAL E MÉTODOS 
Foram feitos alguns ensaios preparatórios para escolher o 
tipo e a quaiitidade de meio nutritivo, ás quantidades de S, o 
período de incubação, etc. Foi selecionado o meio de MULDER 
(1938) levemente modificado : 
Glucose 50,0 g 
KN03 5,0 g 
K2HP04 2,5 g 
MgC12 . 6H20 0,933 g 
FeC13 . 6H20 0,05 g 
ZnC12 . H20 0,001 g 
MnC12 . 4H20 0,0026 g 
(NH4) 6 Mo7024. 4H20 0,001 g 
CuC12 . 2H20 0,0007 g 
Água destilada 1.000 ml 
40 ml. de solução nutritiva eram adicionados a uma série 
de balões de Erlerimeyer de 125 ml. O enxofre era adicionado 
como Na2SO4.10 H20 nas seguintes proporções : nihil, 100, 200, 
300, 400 500, 600, 800, 1000, 1500 e 2000 y calculados como S ele-
mentar. Amostras em duplicata de 2 solos bem diferentes, uma 
terra roxa de bôa fertilidade e um solo arenoso pobre'eram ad-
cionadas ao meio nutritivo sem enxofre. As soluções nutritivas 
eram esterilizadas em autoclave a 105°C. durante 30 minutos. 
Então, a solução em cada frasco era inoculada com 0,5 ml de 
uma densa suspensão de esporos preparada lavando o cresci-
mento de 5 dias de idade de 4 tubos de cultura de A. niger (li-
nhagem isolada na E. S. A. "Luiz de Queiroz", Piracicaba, S. 
Paulo, Brasil). As culturas eram incubadas a 35°C. durante 5 
dias. No fim desse período o micélio era colhido, lavado com 
água distilada e seco primeiro a 70-90°C. durante 12 horas e de-
pois a 90-100°C. por uma hr. 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Na tabela seguinte são apresentados as quantidades de S 
adicionadas ao meio e os pesos correspodentes do micélio ob-
servados num ensaio em duplicata : 
meio nutritivo + y S peso do micélio seco - mg. 
meio nutritivo -J- nihil 44 50 
meio nutritivo + 100 234 223 
meio nutritivo + 200 362 365 
meio nutritivo + 300 477 479 
meio nutritivo -j- 400 579 568 
meio nutritivo -f 500 640 640 
meio nutritivo + 600 710 680 
meio nutritivo -f 800 780 783 
meio nutritivo -f 1000 840 824 
meio nutritivo + 1500 820 800 
meio nutritivo + 2000 785 770 
meio nutritivo -f 5 g. "terra roxa" 182 174 
meio nutritivo -j- 5 g. solo aranoso 123 127 
Tomando as quantidades de S como abcissa e os pesos do 
micélio como ordenadas, obtemos duas curvas que lembram 
claramente as curvas que se obtém desenvolvendo a equação 
logaritmica de MITSCHERLICH (1930), i. é, deste tipo 
onde y é«p peso de micélio conseguido com a quantidade x de 
S no meio, A é o máximo crescimento possível nas condições 
experimentais, c é o fator de eficácia, b é a quantidade de S 
presente na suspensão de esporos. Aplicando o método dos qua-
drados mínimos aos dados acima (PIMENTEL GOMES e MA-
LAVOLTA, 1949, PIMENTEL GOMES, 1950, NOGUEIRA, 1950, 
PIMENTEL GOMES e NOGUEIRA, 1951), obtemos as equa-
ções : 
que, por interpolação, dão a quantidade de S assimilável do 
solo desde que se conheça o peso do micélio seco obtido em 
meio nutritivo ao qual foi adicionada uma porção de 5 g de 
solo. (Ver Figs. 1 e 2). 
A tabela seguinte mostra como a interpolação é boa. 
Para quantidades de enxofre maiores que 1000 y , i. o. , 
1500 e 2000. y há grandes diferenças entre os valores observa-
dos e calculados provavelmente devido a efeitos tóxicos das 
grandes quantidades de enxofre; como sabemos, a primeira a-
proximação da equação de MITSCHERLICH não prevê esse 
caso; como é lícito não esperar quantidades tão grandes de S 
assimilável em solos normais não tentamos a interpolação com 
a segunda aproximação da fórmula de MITSCHERLICH. 
A diferença entre os dois valores de c calculada é despre-
zível de modo que a interpolação poderá ser feita com qualquer 
das equações, indiferentemente. 
Como existem diferenças tão acentuadas no crescimento 
do fungo nos solos examinados e uma regularidade tão impres-
sionante nas curvas de crescimento podemos esperar conclusões 
úteis comparando os dados obtidos da maneira descrita com os 
resultados de ensaios de vegetação, trabalho que se acha pre-
sentemente em andamento. 
RESUMO E CONCLUSÕES 
O crescimento de A. niger — medido pelo peso do micélio 
sêço — no meio de MULDER a que foi adicionado S em doses 
crescentes, segue a equação de MITSCHERLICH. Por outro la-
do há grande diferença no crescimento do fungo quando o S é 
fornecido apenas pela reserva do solo posto no meio nutritivo. 
Assim, há a possibilidade de se determinar por interpolação — 
como é feito no método da placa de Cunninghamella de Mehlich 
para fósforo — a quantidade de S assimilável que o solo possui. 
PRELIMINARY NOTE ON THE BIOLOGICAL DETERMINATION OF SULFUR 
IN SOILS BY MEANS OF ASPERGILLUS NIGER (*) 
INTRODUCTION 
The microbiological methods for assessing soil fertility are 
based on the principle that nutrient elements, chiefly nitro­
gen, phosphorus and potassium, which are necessary for the 
normal growth of higher plants arealso required by microor­
ganisms; then, by inoculating bacteria, and fungi in the soil 
under examination we can get through the growth of the or­
ganisms information about the soil supply in readily avai­
lable elements. 
The use of Aspergillus niger as a biological indicator was 
iirst suggested by BUTKEWITSCH (1909) in Russia. His 
work, however, did not receive attention until 1928 when BE-
NECCKE and SODING used that principle to determine phos­
phorus and potassium deficiencies in soils by comparing the 
mycelium growth of A. niger in liquid nutrient media contai­
ning known amounts of phosphorus and potassium with that 
obtained from liquid media to which small amounts of soil 
were added. The method was later developed by NIKLAS et 
al. (1930-a, b) and NIKLAS and POSCHENRIEDER (1932, 
1936) for the quantitative estimation of avalilable phospho­
rus, potassium and magnesium. NIKLAS and his co-workers 
found good agreement between the results from Aspergillus 
niger and NEUBAUER's methods. 
NIKLAS'method was modified by MEHLICH et al. (1933). 
In the next year, MEHLICH et al. (1934) presented the Cun­
ninghamella — plaque method for phosphorus only; the dia­
meters of the Cunninghamella colonies growing in plaques con­
taining increasing quantities of phosphorus follow MITS-
CHERLICH's curve; the amount of available phosphorus in a 
soil sample may be determined by interpolation on this curve. 
In 1938, 1939-40, MULDER modified NIKLAS' tecnique m 
order to make quantitative determination of available copper 
and magnesium in soils, 
(For a more detailed revision of the literatura, see VAN-
DECAVEYE, 1948, pp. 215-227). 
(*) Received for publication may, 23,1951. 
The present contribution was indirectly suggested to us 
by RIPPELS's work (mentioned by WAKSMAN and STAR-
KEY, 1931, p, 169) concerning the disappearance of sulfate du­
ring growth of Aspergillus niger on a carbohydrate. 
Some preliminary experiments were carried out to choose 
the kind and quantity of nutritive medium, the amounts of sul­
fur, the incubation period, etc. It was finally selected MUL­
DER'S (1938) medium slighthy modified as follows : 
Glucose 50.0 gm 
KN03 5,0 gm 
K2HP04 2,5 gm 
MgC12.6H20 0,933 gm 
FeC13 . 6H20 0.05 gm 
ZnC12 . H20 0.001 gm 
MnC12.4H20 0.0026 gm 
(NH4) 6 Mo7024. 4H20 0.001 gm 
CuC12.2H20 0.0007 gm 
Distilled water 1,000 ml 
40 ml. of nutrient solution were added to a series of 125 ml. 
Erlenmeyer flasks. Sulfur was added as Na2SO4.10 H20 in the 
following proportions : nihil, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 
1000, 1500 and 2000 y calculated as elemental S. Duplicate 5 gm 
samples of 2 distinctive soils namely, a good "terra roxa" and 
a poor sandy soil were added to nutrient medium minus S. 
The nutrient solutions were sterilized in the autoclave at 105°C. 
for 30 minutes. Then, the solution in each flack was inoculated 
with 0.5 ml. of a heavy spores suspension prepared by washing 
the growth off four 5 — day-old test tubes cultures of A. niger 
(the strain was isolated in Esc. Ag. "Luiz de Queiroz", Piraci­
caba, S. Faulo, Brasil). The cultures were incubated at 35°C. for 
5 days. At the end of incubation period, the mycelium pads 
were harvested, washed with distilled water and dried, first at 
70 to 90°C. for 12 hours and finally at 90-100°C. for one hour. 
MATERIAL AND METHODS 
RESULTS AND DISCUSSION 
In the following table are presented the amounts of S ad­
ded to the medium and the corresponding weights of the dry 
pads from the cultures obtained in a duplicate assay : 
nutritive medium + y S weight of the dry pads -mg. 
nutritive medium + nihil 44 50 
nutritive medium -j- 100 234 223 
nutritive medium -j- 200 362 365 
nutritive medium + 300 477 479 
nutritive medium -j- 400 579 568 
nutritive medium -j- 500 640 640 
nutritive medium -j- 600 710 680 
nutritive medium -j- 800 780 783 
nutritive medium -j- 1000 840 824 
nutritive medium -j- 1500 820 800 
nutritive medium -j- 2000 785 770 
nutritive medium -f 5 gm. "tera roxa" 182 174 
nutritive medium -j- 5gm. sandy soil 123 127 
By putting the amounts of S as abcissa and the micelium 
weights as ordinate we get two curves clearly resembling the 
one obtained by developing MITSCHERLICH's logarithmic 
equation (1930) that is, of this type 
wherein y is the actual dry weight due to to the amount x of 
IS in the medium, A is the maximum growth possible in the ex­
perimental conditions, c the so called effect factor and b the 
amount of sulfur present in the suspension of spores. By apply­
ing the method of least squares to the foregoing data (PIMEN-
TEL GOMES e MALA VOLTA, 1949, PIMENTEL GOMES, 
1950, PIMENTEL GOMES e NOGUEIRA, 1951, NOGUEIRA, 
1950), we get the equations : 
which by interpolation gives the amount of available sulfur in 
the soil sample provided the dry weight of the pads from my­
celium grown in basal nutrient solution 5 gm. portion of soil is 
known. (See Figs. 1. and 2.). 
The following table in which are placed the observed va­
lues and the calculated ones shows the goodness or fitting. 
For sulfur quantities higher than 1,000 y i. e., 1,500 and 
2,000 7 there are great differences between the observed va­
lues and those given by interpolation probably due to some 
toxic effect of large amounts of sulfur on the fungus; as we 
know, the first aproach of MITSCHERLICH's equation does 
not prevent this case; since we must not expect such high quan­
tities of S in normal soils we have not tried the interpolation 
with MITSCHERLICH's second aproach formula. 
The difference beween the two c values calculated is ne-
glectable in order that for interpolationg purposes one can 
use equations (1) and (2) indifferently. 
Since there are so striking differences in the growths of 
the fungus in the soils examined, and a so good regularity in 
the growth curves from pure media cultures, it is licit to expect 
some useful conclusions by correlating the data obtained as 
described to those collected from the pots and plots experi­
ments, a work in which we are now engaged. 
Aspergillus niger growth — as measured by the dry weight 
of mycelium pads — in MULDER'S medium with increasing 
amounts of S follows MITSCHERLICH's equation. On the other 
hand there is great difference in the growth of the fungus 
SUMMARY AND CONCLUSIONS 
when sulfur is supplied only by the soil placed in the nutriti­
ve medium. Hence, there is the possibility of determining by 
interpolation — as in MEHLICH's Cunninghamella — plaque 
method for phosphorus — the supply of available sulfur in soils. 
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